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論 文 内 容 要 旨
第 一 章 序'論
植物 の細 胞 壁 には,ヒ ドロキシプロ リン(Hyp)の ク ラス ターを含 み,そ の水酸 基 には3
～4残 基 の ア ラ ビノ ース(Ara)オ リゴマ ーが結 合 した エ ク ステ ン シン と呼 ば れ る特 異 な
(D構 造
の 糖 タ ン パ ク質 が 存在 してい る。 図1に,Lamportら が 構造解 析 した細 胞壁 の 部 分
















図1細 繊 か ら得 ら れ た 料・1ペプ チ ドの 構 造(!)
コ ラーゲ ンの場 合 と同様 に,こ のHypは 細 胞 質 内 で前駆 体 タ ンパ ク鎖 中の プ ロ リン残基
が水 酸 化 さ れ る こ とに よ って合成 され る。 この後,水 酸 化 を受 け た前駆 体 タ ンパ ク質 は糖
の 付 加 を受 け,細 胞壁 に組 み込 まれ る と考 え られ て い る。 しか し,エ ク ステ シンは細胞 壁
多糖 と共有結 合 して お り,分 解 を伴 わ ず に完全 な分子 種 と して単 離,同 定 す る こ とが で き
ない の で,エ クス テ ン シ ンの生 合成過 程 には 明解 な結 論 が得 られ て いない。 特 に,な ぜ エ
クス テ ン シ ンが優 先 的 に水酸 化 され,他 の細 胞 内 で必 要 な多 くの タ ンパ ク質 や酵 素 が不 必
要 な修 飾(水 酸 化)を 受 け る ことが ない のか,と い う疑 問 に は,エ グス テ ン シンの タンパ
ク 鎖 の全 体像 が 不 明 なた め解 答 の予 想 す らで きない のが 現状 で あ る。
著老 は この疑 問 に答 え る ことを本研 究 の主 な目的 と し,図2に 示す よ うに,エ クス テ ン
シン の水酸 化 と 引 き続 くア ラ ビノ シル化 を中 心 と した作 業仮 説 をた てた。 この前駆 体1 ,
皿及 び 皿 の いず れ かが 見出 され れば,そ の タ ンパ ク鎖 の 構造 か ら,プ ロ リル基 水 酸化 酵 素
の基 質特異 性 を予想 す る こ とが 可能 と考 え られ る。実 際 に,著 者 は前駆 体 皿 と思 われ る糖
タンパ ク質:を単 離,精 製 す るこ とに成功 し,そ の ア ミノ酸組 成 な どか ら,プ ロ リル基 水 酸





基 質特 異性 を明 らか にす
る ことに よ って,先 に設















図2エ ク ス テ ン シ ン 生 合 成 の 一 作 業 仮 説 。
第 二 章 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン の 分 離 定 量 法 の 改 良 と 日 々 草 培 養 細
胞 に 於 け る エ ク ス テ ン シ ン の 検 出
本研究 の 玉題 に 先立 って,Hypの 比 色定 量法 及び 分離 法 の改 良 を行 った。 こ こで改 良 し
た比 色定 量法 に よれ は,通 常 の発 色il巨害物 質 の存 在 下 で も1-10nモ ル のHypを 簡 単 に
定'≒1:できるよ うに な った。 又,Hypの 分離 法 と して,DiaionCK-12Sに よ る高 速 液 体
ク ロマ トク ラフ ィー を採 用 した。 図3に そ の 分離 の パタ ーン を示 した。 この系 は 迅速 で分
解能 が 格段 に優 れ て い るため に,以 後 の実 験 の能 率 及び 精度 を あげ る こ とに役 立 った 、
又,本 研究 を行 うに あた って,材 料 に 要求 され る条 件 を吟 味 し,日 々 草(Vincarosea)
培養 細 胞 を用い る こ とに した。 この細 胞 の細 胞 壁 もHypを 含 ん で 拾 り(表1},14C一 ブ
ロ リン(Pro)を 与え る と14C-Hypが 合 成 さ れ る こ とか ら,エ クス テ ン シ ン合 成能 を





















































図3ヒ ド ロ キ・シ プ ロ リ ン と プ ロ リ ン の 分 離 。
a.示 差 屈 折 計 に よ り,屈 折 率 の変 化 を 記 録 し た 。
b,14C.・.P,。 で 標 識 したFl々 草培 養 細 胞0)加.水 分 解 物
を 実 際 に 分 取 したrl寺の 分 離 の パ ダ ー ソ を 示す 。
({卜)は 放 射 活 性 を,(～ ○一)は 担 体 と して 加 えた


























































第 三 章 プ ロ トプ ラ ス トに 於 け る エ ク ス テ ン シ ン の 生 合 成 と そ の
前 駆 体
日々草 培養 細胞 の プ ロ トプ ラス トを単 離 し,そ の細 胞壁 を再 生 させ る こ とに成功 した。
この細胞 壁 再 生系 を用 い て,Hypを 十寺つ 物 質 の 生 合 成 を 調 べ た。 その 結果,Proの 水酸
化 は タンパ ク合成 の あ とで起 り,新 し く合 成 さ れ るHypは 高 分子 物 質 にの み 見 出 され,そ
のす べ てが抽 出可能 な こ とが明 らか とな った。 この物 質はHyp含 』i:がきわめ て高 く,Hyp
-0-Ara結 合 を持 ち ,Pro及 びAraの 両 者 で.二亟標識 され る こ とか ら,糖 タ ン パ ク 質
で あ る と推定 され.た。 日々草培 養細 胞 そ もHypは 細 胞壁 に局 在 していることと,こ の糖 タ ン
パ ク質 が不均 一 な多成 分 で あ る こと(図4)を 考 え合 せ る と,こ の糖 タンパ ク質 は エ ク ステ
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図4監4C-Araと31i-Prひ で 二 重 標 識 した プ ロ トプ ラ ス トより
調 製 し た 糖 タ ン パ ク質 の ウ ル トロ ゲ ルAcA-22に よ る ゲ
ル が 過 。
(一●一)はM(】一Araの(ぺ}一)は3H一.Proの 放射 活牲 を 戎 す、,
第 四章 培 養 細胞 中 のエ クステ ン シ ン前 駆 体 の単離 及 び 精 製
第.三:章で明らかになったエクステンシン前駆体と栂われる糖 タンパク質の化学組成を知
る目的で,大 量培養 した1ヨ々 草培養細胞から,Hypの 微 最定景及び糖の比色定墨:を指標
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図5細 胞 質 内 に 含 まれ る11距 を 含 む 糖 タ ンパ ク質 の 精 製 。
こ の 糖 タ ン パ ク 質 は精 製 途 中 で,そ の 分 子 量 及 び 表 面 電 荷 の 違 い か ら7つ の 画 分 に 分 離 し
た 。 そ の 内 の1つ の 画 分(II-1)は.更 に2つ に 分 け,計8種 の精 製 した 画 分 を得 た。8
つ の 画 分 を 合 計 した 最 終 精 製 標 品 のHyp.の 回 収 率 は 約65%で あ り,精 製 途 中 の損 失 を 考
え る と,ほ ぼ 定 量 的 に 圓 収 さ れ て い る と.言 っ て よ い 。'こ れ.ら は,ほ とん ど同 一・と言 っ て 良
い 程 に 致 した 特 徴 的 な ア ミノ 酸 組 成(表2)を 示 し,構 成 糖 と して はAra及 び ガ ラク ト
































































































































































































































































































これ らの画 分 の特微 的 な組 成,こ れ らの分子 量 に比 して糖 含量 が増 大 す る こと,及 び 分 子
量 の よ り大 きい画 分 に は糖含 量 の差 に よ るmicroheterogeneityが 存 在 す る ことか ら,こ
才1.らの画 分 は エクス テ ンジ ンの糖 付加 過程 の 一連 の前駆 体 で あ る こ とが強 ぐ示 唆 され た。
第 五 章 ポ リ フ.ロ リ ン を 基 質 と す る 新 し い プ ロ リ ル 基 水 酸 化 酵 素 の
単 離,精 製 と そ の 性 質
第 四章 で得 られ た 前駆 体 コァ タ ンパ ク質 の非常 に高 いHyp含 量 か ら,こ の コア タ ンパ ク
質 の 水酸 化 に関 与す る酵 素の モデ ル基 質 と してポ リプ ロ リンを想 定 し,ri々 草培 養細 胞 の
膜 画分 か らポ リブ ロ リン を水 酸化 す る プ ロ リル基 水酸 化酵 素 をは じめ て発 兄 した、,この 酵
素 の反応 要求 性 か ら,こ の酵 素は 次 の反 応 を触 媒す る分.子間 ジオ キ ゲナ ー ゼで あ る ことが
明 らか と 左 った,,
Fc2+,ア スコルビソ酸





反 応 の至適PHは6.8,至 適温 度 は30℃ であ る。この 反応 自体 は コ ラー ゲ ンの{k合 成 に 関
与す る動 物 の プ ロ リル基 水酸 化酵 素 の それ と同 じで あ るが,こ の 日々1郭1:のプ ロ リル基 水酸
fヒ酵 素 ぱ,動 物 の プ ロ リル基 水酸 化酵 素の 阻害 剤 で あ るポ リプ ロ リ.ンを水 酸化 し,水 酸 化
さ才1てい ない コ ラ ー ゲンの モデ ル で あ る(Pro-Pro-Gly)nを 基 質 と しない 点 で,
全 く異 な る新 し/い酵 素 で あ 舐、
.一方 ,こ の酵 素 は,ポ リプ ロ リンを リガ ン ドとす る ア ワ ィニテ ィークロマ トグラフf一(図


















の2種 が主 成 分 で ある こ と,及 び いず れ の分子 景 も約6万 で あ るこ とが 判 明 した。
この主成 分 の1つ を単 離
.一.
す る こ とに成 功 し,サ ブOD280
1.0ユ ニ ッ トの構 造 を解析 し.
た。 これは,分 子 量約
3.3万(β)と 約3.4万(γ)の
0.52種 の ポ リペ プチ ドか ら
な る2量 体 の酵 素 で あ っ
た。 消去 法 に よ り,他 の
主 成分 は 分子 量 約3.2万O
FractionNumber(α)と 約3.4万(γ)ポ リペ プ
チ ドか らな る2量 体 で あ
図6膨 プロ リソ魂 フ ・財 ス4陳 よ る ア フ ィニア 仁 る 雛 定 さ れた
。 この 結
ク ロマ トグ ラ フ ィー ゆ
(金)…D,。 を,(サ … 】蝦 酸灘 よる醗 舷 ・.雑 ・ コ 洗 ゲ 給 曝
関 与 して い る プ ロ リル 基
水酸 化酵 素 の構 造(分 子
最6万 と6,4万 の2種 のポ リペプ チ ド2個 つつか らな る4量 体)と 比較 す る と,日 々草 の



















第六章 ポ リプロリン牽基箪 と.するプロリル基水酸化酵素 の基質特異性
表5
Substratespecificity







































素 と基 質 を30℃ で 混 合 して,回 じ.温度 で 反ll巳;を開 始 す る と,.こ れ らの ペ プ チ ドの う ち 。





















化 酵 素 が 基 質:と して 要 求 す る プ ロ リ
ル 基 の 最 小 単位 伺 ・芽1・ドる た め 、 表5
の よ う な 合 成.オ リゴ ペ プ チ ド及 び.ポ
.リペ プ チ ドが 基 憂:1実と な る か .1幣か を,卜寅
討 し た と こ ろ,ペ ン タマ ー以.Lの オ リ
ゴ プ ロ リ ン.は棊.質:と な る 、とい う1.男解
な糸課 が粥 れ衝 ・磁,騨 と .
願 をあ.励.帥q.℃ で齢 してか
ら,30℃ で酵素反応を行 う場 合に
得られる結果で1ちるり ところが.酵.




図7酵 素 と 基 質 と.の ブ.レ イ キ}
一』シ.,.ソ 温 度 が 反 応 速 度 に 及
ほ す 影 響,、
と ころ で,ポ リブ ロ リ..ンは 水 溶 液 中 で は ポ リブ ロ リンII.型 と呼 ぱ 才1る 左 巻 き ¢)ら せ ん 構
造 鷲 ・.て.…1・ ζ と が 矢"ら・紋 四:・ 訪 リゴ プ ・1レ4・.β ・・P… 駈 ・/)鰹 で 〃よ ・ ・ノ・・1　.
碗 構 茄[二.つ て匝1}・.P「o・ 疏 騨 髄 ζ¢:)CDス ペ ク.トノレ=1酬f碇 す る.と 咽8)
低1　・1でウ・LB・・}..P… 胆)3ペ ク ト.ルを ・30℃ で は8・cp… 胸)3ベ ク ト・レ砺:;し 謡r渡
に1の て,ポ リノ ・.リ ン1剛 らせ ん ・一.→ラ ン ダ ム コ イ ル 助 換 を す る こ とが 示1唆 飼 ・吹,
従 っ て,.こ の 酵:素 は ペ ノ ヌマ ー.り,L
の オ リゴ フ ロ.リ ン や ポ リフ ロ リン が
共 通 に 有 し.てい る構 造 で,L.か も,
.Pro5の0℃ で 姓 イ」.する が30(二 で
は 消 失 す る 、.1こう な構 遭1'〔.・識 別!..て い
る 『 とμ こる・..実際"二 ・P「o・ ・を 基
質 と す.る と,30℃ で け ブ'ロ リル.基
水 雌 化 酵 素 がtUrnOVerで き 孟:い こ
と・ 及 び 奮 適 温 度 が 低 温 側 を1ニシ フ ト
























従 って,こ の酵 素は基 質 の一 次構
造 や連 続 した プ ロ リル基 の長 さを
識 別 す るので は な く,む .しろ タン
パ ク質 の一 次構 造 が結果 と して引
き起 す 二 次構造(ポ リプ ロ リン 皿
型 らせん)を 識 別 す るこ とが明 ら
か で あ る。 これは,タ ンパ ク質 の
二次構 造 を識 別 す る酵 素 の は じめ




図8ペ ン タ ブ ・ リ ソ(・P・ ・5)4)CI)
ス ベ ク ト ル 。
第 七 章 総 合 考 察
本 論 文の主題 は,な ぜ,エ ク ステ ン シンの プ ロ リル基 の み が特異 的 に 水酸化 さ れ るの か,
とい う疑問 に答 え る ことで あ る。 この疑 問 に,第 六章 で明 らか に した プ ロ リル基 水 酸化 酵
素 の基 質特 異 性 で答 え うる か を考 え て み よ う。Lamportは エ クステ ンシ ン中 にHypの テ
トラマ …が存 在 す る こ とを示 した。 一一方,.こ の酵 素 はBocPro4Glγ とい うペ プチ ドも水
酸 化 し,こ のペ プチ ドは ポ リプ ロ リンE型 らせ ん構 造 を とる こ と も確 認 され た 。従 って,
タンパ ク鎖 中 では,テ トラプ ロ リン はポ リプ ロ リン 旺型 うせ ん構 造 を してい る もの と考 え
られ,エ クス テ ソ シ ンの水酸 化 され てい な い前駆 体 もこの立 体構 造 を有 してい る可能 性 は
十分 に高 い。 この よ うに,エ クス テ ン シン の水酸 化 され てい ない前駆 体 の 立体 構造 を予 想
す る と,先 の疑 問 は氷 解 して しま う。 なぜ な ら,ポ リプ ロ リン 皿型 らせ ん 構造 は,エ ク ス
テンシン以外 に3種 の 天 然 タンパ ク質のみ に見 出され る非常 に稀 な構 造 だか らで ある。即 ち,
第 五章 で得 られ た プ ロ リル基 水酸化 酵 素 が,エ クス テ ン シンの 水酸 化 され てい ない 前駆 体




エ クス テ ン シ
.ン生 合成 の分子 レベ ル で の理 解 を深 め る こ とを大 きな 目的 と し・そ の 第 一
歩 と して ・ エク ステ ン シンの プ ロ リル基 の特 異 的 な水 酸化 に つい て調 べ た。 そ の過 程 で,
エ クス テ ン シ渚 の糖 付 加過程 の前駆 体 と思 われ る糖 タ ンパ ク質 を単 離,精 製 す る こ とに成
功 し.た。 この ア ミノ酸 組 成 は,現 在 ま で に得 られ てい るエク ス テ ン シ ンの 組成 と し.て,最
も本 来 の姿 に近 い もの と思 わ れた。 この組 成 か ら,プ ロ リル基 水酸 化 酵 素 の モデ ル基 質 を
一.予想 し,.全 く基 質特.異性 の新 しい プ ロ リル基 水酸 化酵 素 を発 見 した。 こり酵 素の基 質特異
性 を,様 々 な合成 プ ロ リル ペ プチ ドを用 い て調 べ,ポ リプ ロ リン 皿型 らせ ん構.造を識 別 す
る とい う結論.を得 た。 この基.質特異 性 か ら,.エ ク ステ ン シ ンの プ ロ リル.基の特異 的 水酸 化
とい う疑 問 に 対 し.て一.一つ の 解答 が 得 ら.れた。
ユ,































審 査 結 果 の 要 旨
植物の細胞壁には,ヒ ドロキシプロリン(Hyp)の クラスターを含み,そ の水酸基には3～4
残基のアラビノース(Ara)オ リゴマーが結合 したエクステンシンと呼ばれる特異な構造を有す





設定した後,日 々草培養細胞よ りHypを 含む糖タンパク質を分離.し,、分子量および荷電の異なる8
っの画分を得た。これらはいずれ もHypの 含量が高く(23～27%),ア ラビノースおよびガラク
トースを含む糖タンパク質で,エ クステンシンの前駆体と推定 された。 ここに得 られた前駆体タ
ンパク質の水酸化に関す る酵素のモデル基質 としてポリプロリンを想定 し,日 々草培養細胞の膜
画分か らポリプロリンを水酸化するプロリル基水酸化酵素をはじめて発見 した。 この酵素は,動
物のプロリル基水酸化酵素 とは基質特異性を異にし,特 にコラーゲ ンのモデルである(Pro-Pro
-Gly)nは 良い基質とはならなか った。本酵素はポリプロリンセファロース4Bを 用いたアフイ
ニテイークロマ トグラフイーにより高度に精製され,4種 のアイソザイムが存在すること,分 子
量約3.2万(α),あ るいは3.3万(β)と 約3.4万(γ)の サ ブユニット'2個ずつの組合せに
よる2量 体構造をもつことが明ちかにされた。ついで,こ の酵素の基質特異性をさらに詳細に検
討する目的で,プ ロリンを含む種々の長さのオリゴペプチ ドおよびポリペプチ ドを基質 として実





ん)を 識別 してプロリル基を水酸化 し,エ クステンシンの生成に役立 っているものと推定 した。
以上本論文は,日 々草 の培養細胞を用いてエクステンシン生合成について研究し,プ ロリン残
基の水酸化反応に関与する新しい酵素を発見 し,そ れを高度に精製 し,そ の性質を詳細に検討し
てエクステンシン生合成研究の基礎を確立したもので,農 学博士の学位を授与するに充分の価値
あるものと判定する。
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